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論文内容要旨
緑内障は 40 歳以上の約 5%が擢患する非常に頻度の高い病気であり、現在失明原因疾患の第一
位である。緑内障の基本病態は視神経乳頭陥凹に伴う網膜神経節細胞 (RGC) 死である。酸化ス
トレスは RGC 死に関与すると考えられており、酸化ストレスに対する RGC の脆弱性が克服さ
れれば、緑内障の治療につながると考えられる。我々は、酸化ストレス応答の鍵となる
Keap1-Nrf2 システムに注目した。非ストレス環境下における Nrf2 活性は最小限に抑制されてい
るが、酸化ストレスに暴露されると Keap1 による Nrf2 の結合が減弱し、 Nrf2 は核に蓄積し生
体防御遺伝子の発現は充進される。しかし、酸化ストレス防御機構において中心的な役割を担う
Nrf2 の網膜における役割は不明な点が多い。また、 RGC は網膜全体で約 0.1% と少なく、 RGC
の機能だけの解析は困難である。そこで我々は、酸化ストレス応答の鍵となる転写因子 Nrf2 に
着目し、純化回収法を用いて RGC における酸化ストレス防御機構について検討した。
野生型マウスの網膜と、 fluorescence-activated cel sorting によって分取した RGC において
A在β、 Keapl が発現していることを確認した。 RGC 死を誘発する緑内障の病態モデ、ルを用いて、
軸索障害時における酸化ストレスの関与を検討したところ、網膜神経節細胞層において活性酸
素、酸化ストレスマーカーの 8-0HdG、 4-HNE を確認した。次に、軸索障害時における Nrf2
の役割を検討した。無処置対照の RGC 密度は野生型と Nrf2ノックアウト (Nrf2KO)マウスでは
有意な差を認めないが、軸索挫滅 7 日後の RGC 密度は野生型と比べ Nrf2KO マウスでは有意な
減少を認めた。実際軸索障害後の網膜をリアルタイム定量 PCR で検討すると、軸索障害 1 日後
には生体防御酵素(Nqol、 Ho・1、 Gsta4、 Thioredoxin1、 Thioredoxin2.、 Txnrd)が有意に上昇し
ている。 Nrf2 活性剤を前投与し、網膜における生体防御酵素 (Nqol、 Ho・1 、 Gclm 、 Gclc、 Gsta4、
Txnlゅの発現を上昇させ軸索障害後、 7 日目の RGC 密度を計測したところ、 vehicle 群に対し
Nrf2 活性剤投与群では有意に上昇した。一方 Nrf2KO マウスでは、 vehicle 群と比べ Nrf2活性
剤投与群は有意な上昇を認めなかった。つまり、 Nrf2 は軸索障害に対して脆弱であり、 Nrf2活
性剤を投与することによって RGC 保護効果を示すことが明らかになった。
これらのことから、 Nrf2 は RGC 障害時に抗酸化、解毒酵素の発現増加を惹起し、自己防御と
して神経保護作用に貢献する可能性が示された。また、 RGC を純化することは、 RGC における
機能発現変化を解析する上で重要であることが理解された。緑内障の基本病態は視神経乳頭陥凹
に伴う RGC死であり、神経保護治療の開発が重要である。今回の研究において薬剤によって Nrf2
を活性化させ RGC 保護効果を認めたことから、 Nrf2 は今後緑内障における新規治療ターゲット
分子となる可能性が示唆された。
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緑内障は 40 歳以上の約 5%が擢患する非常に頻度の高い病気であり、現在日本国内における
失明原因第一位の疾患である白緑内障の基本病態は視神経乳頭陥凹に伴う網膜神経節細胞
(RGC) 死である。 RGC 死に関与する因子として酸化ストレスが考えられており、酸化ストレス
に対する RGC に対する脆弱性の克服は緑内障治療につながると考えられている。そこで、本研
究において、酸化ストレス応答の鍵となる Keap1(Kelch-like ECH-associated protein l)-Nrf2 
(NF-E2-related factor2)システムに注目した。非ストレス環境下において Nrf2活性は Keapl
により最小限に抑制されているが、酸化ストレスに暴露されると Keap1 による Nrf2の抑制が
減弱することで Nrf2は核移行し、様々な生体防御遺伝子の発現が充進される。しかし、現在ま
で Nrf2 の網膜における役割は不明な点が多く、また RGC は網膜全体で約 0.1% と少な/く、 RGC
のみの機能解析は困難で、あった。本研究では、 RGC 純化回収法を試み、更に Nrf2の関与する
酸化ストレス防御機構について検討した。
セルソーターによって分取した正常時 RGC において Nrf2と Keap1 の mRNA が発現してい
ることを確認した。無処置の RGC 密度は 2 群で、差を認めなかったが、緑内障モデ、ルで、ある軸索
挫滅 7 日後の RGC 密度は Nrf2ノックアウトマウス群にて有意に減少した。また、軸索挫滅 1
日後の網膜においては、 Nrf2の核内移行を認め、生体防御酵素 (Nqol 、 Ho・1 、 Gsta4、 Txnrd)
の発現も有意に上昇していることを確認した。さらに Nrf2活性剤を前投与することで、網膜の
生体防御酵素 (NqoJ、 Ho-J、 Gclm 、 Gclc、 Gsta4、 Txnrd> の発現上昇に成功し、軸索障害 7
日後の RGC 密度の減少は Nrf2活性剤投与群において有意に抑制され、 RGC の保護効果を認め
た。
以上より Nrf2は RGC 障害時に抗酸化、解毒酵素の発現増加を誘導し、自己防御における神
経保護作用に貢献することが明らかになった。また、 Nrf2は今後緑内障における新規治療ター
ゲット分子となる可能性が示唆された。
よって，本論文は新規発見が含有され、今後臨床応用への可能性が高く、博士(医学)の学位
論文として合格と認めることが可能と考える。
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